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研究成果の概要（和文）： 
植物におけるストレス応答は、活性酸素などに対する細胞機能の防御反応でもある。酸化還元物として主

要な役割を担うニコチンアミドヌクレオチド補酵素は典型的な制御因子である。本研究では、植物の外的

環境応答を解析するため補酵素代謝系に焦点を当て、ストレス抵抗性植物分子育種の基盤構築を試みた。

イネやアラビトプシスを対象とし、遺伝子発現と代謝解析の結果、補酵素をコードする遺伝子により耐性

植物の作出を実証した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In plants, stress responses is a mechanism underlying cell defense functions to oxidative damage. 

In this regard, NAD coenzymes are typical regulators. Here, we focused on such enzymes (genes) to 

clarify environmental responses of plants against external stresses. At end, we were able to establish 

new strategies concerning molecular improvements of plants against environmental constrains. 
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１．研究開始当初の背景 

本申請書は平成 20年から 23年までの 3年
間にわたり、以下の研究背景のもとに具体的
なテーマを選定する。当該研究の学術的特色
および独創的点に関しては、以下の点に特徴
がある。 
 外的なストレスに強い植物とは、細胞死に
至る機構が可変的に抑制状態にある細胞集
団とえることができる。細胞が自ら死ぬ能力

は多細胞生物が有する基本的な生命現象の
一つでもあり、厳密に制御されたシグナル伝
達系を介している。ストレス応答の基本は、
ROS などに対する植物の応答でもある。酸化
還元物として主要な役を利を担う補酵素は
その典型的なシグナル因子であるともいえ
る。 
 申請者はこれまで、植物のストレス応答を
細胞死の面から解析する目的で、関連遺伝子
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の単離およびストレス耐性獲得機構との関
係について研究を遂行してきた。例えば、イ
ネの子葉鞘は種子が水中等の低酸素条件に
ある時は著しく細胞伸長し、空気中に達する
まで胚を保護するが、その際ＮＡＤキナーゼ
が重要であることを示した (Plant Phy,2002
など）。一方、イネの遺伝子解析から、ＮＡ
Ｄを補酵素とするタンパク質の解析を行い、
OsHCTR（新規の DFR）遺伝子を発現する形質
転換イネを作成した。その結果、形質転換イ
ネ植物体は、種々のストレスへ耐性を示した
（Molecular Breeding,2002、Proc. Nat. Acad. 
Sci.,2004）。そのような植物ではＮＡＤの生
産に関する酵素の活性化とＮＡＤそのもの
のプールの増加が確認された。すなわち、補
酵素の代謝活性化がストレス抵抗性の獲得
につながる可能性が指摘された。最近では、
補酵素関連遺伝子の解析により、環境応答と
の関連、分化や形態形成などとの関連にも新
たな進展がみられた（Plant J. 2006、Plant 
Cell Phys.2007）。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、以下の点を明らかにする。す
なわち、植物のストレス応答を細胞の生死と
代謝調節の面から解析する。特に、ＮＡＤ代
謝系に焦点を当て、ストレス抵抗性植物分子
育種の基盤を構築する。すでに我々はイネか
ら新規のフラボノイド合成に関与する遺伝
子を解析し、ストレス抵抗性とＮＡＤ代謝系
との関係を明らかにした（Proc.Nat.Acad.Sa 
2004）。ニコチンアミドヌクレオチド
（NAD+,NADP+）は、生体内で種々の酸化還元
反応を触媒する脱水素酵素の補酵素である。
これらの補酵素は細胞内では様々な代謝系
を介して合成され、数百に及ぶ酸化還元反応
を制御している。本研究は、NAD 代謝に関す
る遺伝工学的制御により、ストレス耐性分子
育種法の構築を目指す。最近の研究により、
ROS は発生や分化にも必須であることが、当
研究室の研究で示された（Plant J. 2006）。
そこで、花粉の発芽における役割や寿命の制
御も検討する。補酵素は光合成の酸化還元に
重要な機能を有する。従って、光反応により
生じた還元シグナルが植物の炭素や窒素の
代謝反応にどのように影響するのかを調べ
る。これにより、個体レベルでの代謝維持機
構の解明に結びつける。NAD 補酵素および代
謝産物はエネルギー伝達のみならず、シグナ
ル伝達やゲノム安定性に関与する。本研究で
は NAD生合成・代謝を介した植物発育制御お
よびストレス耐性における役割を明らかに
し、関わる経路・因子の同定を試みる。NAD
生合成の鍵酵素である NMNATのドミナントネ
ガティブ系統の作出や酸化ストレス応答性
についての研究は重要である。研究の中心は
活性酸素による下流の防禦系をいかに抑制

するかに特徴がある。国内外における関連研
究は耐病性に集中している。代謝物をシグナ
ル因子として把えたストレス耐性に関する
研究は新規性が高い。 
 

３．研究の方法 

本研究室では、現在までに、シロイヌナズ
ナの NADS, NMNAT, NADK2 の過剰発現植物を
作製中である。本研究では、これら 3つの NAD
代謝酵素遺伝子を過剰発現させたイネが示
す形質を明らかにするために、細胞内代謝と
生育、ストレス耐性に注目し解析を進める。
研究の概要は以下の如くである。 
NADS, NMNAT, NADK2過剰発現植物の解析 
a. 3つの過剰発現イネに対して、それぞれ導

入した遺伝子発現および酵素活性が異な
る少なくとも 5 つの line を確立し、NAD
代謝酵素の活性測定、NAD(P)(H)量の定量、
導入遺伝子の発現量の確認を行う。 

b. 確立した lineについて表現型の観察（生
重量、植物体のサイズ、種子の数及びサ
イズ、クロロフィル量、光合成など）を
行う。 

c. 葉、及び種子の代謝解析 (CE-MSを用いた
有機酸、アミノ酸、糖リン酸、核酸の定
量)を行う。 

d. ストレス応答性 (乾燥、高温、低温、病
害応答など)を解析する。 

e. カルビンベンソン回路の酵素群の活性測
定、および光合成測定を行う。 

ｆ. データーの統計的解析を進め、主成分分
析、クラスター解析を用い、メタボロー
ム解析結果を検討する。 

 
４．研究成果 
植物におけるストレス応答は、活性酸素な

どに対する細胞機能の防御反応でもある。酸
化還元物として主要な役割を担う補酵素類
は典型的な制御因子である。本研究では、植
物の外的環境応答を解析するため補酵素代
謝系に焦点を当て、ストレス抵抗性植物分子
育種の基盤構築を試みた。ニコチンアミドヌ
クレオチドは、生体内で種々の酸化還元反応
を触媒する脱水素酵素の補酵素である。これ
らの補酵素は細胞内では様々な代謝系を介
して合成され、数百に及ぶ酸化還元反応を制
御する。また補酵素は光合成や呼吸等の酸化
還元に重要であり、分子シグナルとしても機
能する可能性がある。図１にニコチンアミド
ヌクレオチド代謝経路を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

図１．NADP生合成経路
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本研究では、光反応により生じた還元シグ
ナルが、植物の炭素や窒素の代謝反応に影響
する直接的因子であることが示された。ＮＡ
Ｄ代謝に関与する遺伝子の機能および NAD代
謝系の活性化とストレス耐性との関与を解
析した。そのため、イネやシロイヌナズナの
ニコチンアミドヌクレオチドの過剰発現植
物を作製し、発現形質の変化を明らかにした。 
図２に葉緑体で機能する酵素の，過剰発現

の効果をヌクレオチドの定量結果と表現系
を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞内代謝と生育、ストレス耐性に関して

さらなる解析を進め、本因子との関係が明ら
かになった。すなわち、過剰発現体における、
遺伝子発現、NAD 代謝酵素の活性測定、
NAD(P)(H)量の定量、導入遺伝子発現データ
ーにより補酵素による分子シグナルの存在
が示唆された。図３に光強度の違いによるに
よる電子伝達に及ぼす影響を解析した結果
を示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、表現型の観察（生重量、植物体のサ

イズ、種子の数及びサイズ、クロロフィル量、
光合成）、代謝解析 (有機酸、アミノ酸、糖
リン酸、核酸の定量)を行った。データーの
統計的解析を進め、主成分分析、クラスター
解析を用い、メタボローム解析結果を検討し
た。また、ＮＡＤ代謝に関する遺伝子の解析

を行い、カルビンベンソン回路の酵素群の活
性測定、および光合成に及ぼす効果が確認さ
れた。図４に電子伝達系に関与する光合成パ
ラメターについての実際例を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
研究成果は論文、学会等にて公開した。 

以上により本研究目標であるストレス抵抗性植

物の分子育種に関わる研究基盤の構築に貢献でき

た。 
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図３．NADP量の増加と電子伝達速度の関係

 

図４．NADP量の増加が光合成電子伝達系に及ぼす影響
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図２．葉緑体型NADK高発現シロイヌナズナ
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